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Resumo 
 
Os vidros bioativos estudados até aos dias de hoje apresentam excelentes resulta-
dos em termos de biocompatibilidade, bioatividade, osteocondutividade e na sua capa-
cidade osteogénica. Dos vidros bioativos estudados, salienta-se o 45S5 ou Bioglass® 
produzido através do processo de fusão. Este trabalho pretende reproduzir o 45S5 atra-
vés de um método de processamento alternativo – sol-gel – que é mais simples, não en-
volve altas temperaturas (mais económico) e produz pós de reduzidas dimensões, au-
mentando a área superficial e consequentemente a bioatividade.  
Os pós produzidos por sol-gel foram analisados através de FTIR e DRX para es-
tudo da composição química e cristalográfica respetivamente e ensaios de citotoxicida-
de para avaliação da biocompatibilidade. Os resultados foram positivos podendo o ma-
terial ser usado como revestimento. O CoBlast™ foi a técnica de revestimento utilizada 
com o objetivo de analisar se se trata de um processo mais eficaz (tecnológica e econo-
micamente) do que o processo térmico de spray (na variante de spray por plasma). Fo-
ram revestidas placas de Ti-6Al-4V com 3 misturas diferentes. Uma com HAp para 
efeitos de controlo, outras com 20% de vidro bioativo e 80% de HAp (mistura A) e ou-
tra com 35% de vidro bioativo e 65% de HAp (mistura B), percentagens essas em vo-
lume. Para o revestimento foi ainda usado pó abrasivo de alumina na proporção de 
50/50 v/v (mistura/abrasivo). Os revestimentos foram analisados em SEM e EDS para 
estudo da morfologia, rugosidade e composição do revestimento e através de ensaios de 
adesão celular para estudo da bioatividade. Ficou demonstrado que os revestimentos 
foram bem efetuados, apresentando-se superfícies homogéneas, contínuas, sem falhas e 
fraturas. Através ensaios de adesão e proliferação celular, ficou provado que o as amos-
tras com vidro bioativo apresentam melhores taxas de adesão, com 17% para a mistura 
A e 22% para a mistura B de mais células quando comparado com a placa sem revesti-
mento. A proliferação celular demonstra que há um crescimento das células ao longo 
dos dias, mais propriamente de 203% para a mistura A e 149% para a B. 
Palavras-chave: sol-gel; vidro bioativo; CoBlast™; revestimento; 45S5; Ti-6Al-
4V  
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Abstract 
 
The bioactive glasses studied up to today have excellent results in terms of bio-
compatibility, bioactivity, osteoconductive and its osteogenic capacity. From the bioac-
tive glasses studied, it is noted the known commercially as 45S5 - Bioglass® - produced 
by melt-quenching process. This dissertation aims to reproduce the 45S5 by an alterna-
tive processing method - sol-gel - that is simpler and does not involve high temperatures 
(more economical) and produces powders with small dimensions, increasing the surface 
area and hence the bioactivity. 
The powders produced by sol-gel were analyzed using FTIR and XRD evaluate 
their chemical composition and crystallinity and cytotoxicity assays to evaluate its bio-
compatibility. The results were positive so the material produced may be used as a coat-
ing. CoBlast ™ coating technique was used with the aim of analyzing whether it is a 
more effective process (technologically and economically) than the plasma spraying 
(variation of thermal spraying). Ti-6Al-4V plates were coated with 3 different mixtures. 
One with HAp for control purposes, other with 20% of bioactive glass and 80% of HAp 
and one with 35% of bioactive glass and 65% Hap, percentages by volume. For the 
coating was also used alumina abrasive powder in 50/50 v/v (mixture / abrasive). Coat-
ings were analyzed by SEM and EDS to study the morphology, surface roughness and 
coating composition and by cell adhesion assays to study the bioactivity. It was demon-
strated that the coatings were well made, presenting surfaces with high homogeneity, 
continuous, without faults and fractures. Through cell adhesion and proliferation tests it 
was proved that the samples of bioactive glass have better adhesion rates, with 17% for 
mixture A and 22% for mixture B more cells when compared to the uncoated plate. Cell 
proliferation demonstrates that there is cell growth over the days, more specifically a 
grown up of 203% for mixture A and 149% for mixture B at the 9th day of tests when 
compared to day 1. 
Keywords: sol-gel; bioactive glass; CoBlast™; coating; 45S5; Ti-6Al-4V  
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1 Introdução 
1.1 Vidros Bioativos – Propriedades e comportamento. 
Um biomaterial é uma substância que foi engendrada para ganhar forma e, só ou 
fazendo parte de um sistema complexo, é usada diretamente, controlando as interações 
com componentes dos sistemas biológicos do ser humano, o curso de qualquer proce-
dimento terapêutico ou de diagnóstico (Williams, 2009). Têm como objetivo melhorar 
as condições de vida do ser humano. Os biomateriais podem ser artificiais ou de origem 
biológica. A nível artificial podem pertencer a qualquer uma das classes de materiais 
(cerâmicos, polímeros, metais e compósitos) (Nicholson, 2002). 
A presente dissertação tem como foco um biomaterial cerâmico, mais precisamen-
te os biovidros. O primeiro vidro bioativo foi inventado por Larry Hench, em 1969, na 
Universidade da Florida na tentativa de criar um material que estabelecesse uma ligação 
forte com o osso [1,2]. Hench decidiu produzir um vidro biodegradável através do sis-
tema Na2O–CaO–SiO2–P2O5, com uma elevada concentração de cálcio. Descobriu-se 
que vidros bioativos com a composição de 46.1 mol.% SiO2, 24.4 mol.% Na2O, 26.9 
mol.% CaO e 2.6 mol.% P2O5 formam uma ligação com o osso tão forte que a única 
maneira de a remover é através da quebra do próprio. Esse vidro bioativo, com essa 
composição, foi posteriormente denominado de 45S5 e Bioglass® e continua a ser o 
material de referência na área [3]. Além da rápida e forte ligação que forma com o osso, 
foi também provado que o vidro 45S5 estimula o crescimento ósseo em zonas circun-
dantes à interface implante-osso (propriedades osteogénicas). A ligação estabelecida 
com o osso é de extrema importância e esta é explicada inicialmente pela formação de 
uma camada de HCA (hydroxycarbonate apatite). O HCA é um composto bastante idên-
tico ao mineral ósseo, e este interage com fibrilas colagénicas de forma a se integrar, o 
que leva consequentemente à ligação entre o implante/osso, com o tecido orgânico. Esta 
substância forma-se a partir dos produtos de dissolução do vidro bioativo. A formação 
de HCA foi relacionada com 5 fases: primeiro, uma rápida troca iónica entre Na+ e/ou 
Ca2+ com iões H+ existentes na solução, formando ligações silanol (Si – OH) à superfí-
cie do vidro bioativo. Nesta fase há um aumento do pH e forma-se uma camada rica em 
Si à superfície. Se a composição inicial do vidro contiver fosfato, este é também dissol-
vido e consequentemente perdido; numa segunda fase, o alto valor do pH da solução 
2 
promove o ataque à rede de sílica por parte de iões OH-, conduzindo à rutura das liga-
ções Si-O-Si. A sílica dissolve-se e entra na solução na forma de Si(OH)4, deixando 
ainda mais Si-OH, na superfície vidro-solução; em terceiro, dá-se uma condensação de 
grupos Si-OH perto da superfície do vidro, promovendo uma re-polimerização da ca-
mada rica em sílica; Segue-se uma migração de Ca2+ e de grupos 𝑃𝑂4
3− para a superfície 
através da camada rica em sílica e da solução, formando um filme rico em CaO-P2O5, 
amorfo, á superfície da camada de sílica; por fim, com a incorporação de carbonatos e 
grupos hidroxilo da solução e cristalização de CaO-P2O5 forma-se o filme de HCA [4, 
5]. Ainda que os fenómenos não sejam totalmente compreendidos, sabe-se que devido à 
camada de HCA formada à superfície, torna-se possível a adsorção de proteínas pelo 
vidro e, deste modo, as células osteogénicas são atraídas, produzindo a matriz óssea. 
Segundo Wilson, uma das propriedades mais notórias e interessantes no vidro bioativo 
trata-se da sua propriedade “osteoprodutora” [6]. Esta propriedade permite que se possa 
formar osso, não só na interface implante-osso, mas também noutras zonas unicamente 
constituídas por vidro bioativo [7]. O 45S5 foi usado cerca de um milhão de vezes em 
pacientes para reparação óssea mas, apesar das características já apresentadas, estes não 
têm sido uma aposta tão frequente como se esperava. Em grande parte, pode ser expli-
cado pelas suas fracas propriedades mecânicas, não podendo ser usados como material 
de suporte (substituto ósseo). Apesar de ótimos resultados experimentais, do ponto de 
vista médico, algumas condicionantes são apresentadas. Os materiais usados nas experi-
ências (tal como na generalidade dos vidros bioativos) foram processados através da 
técnica de fusão idêntica à dos vidros tradicionais, usando moldes de tamanhos fixos. 
Por enquanto, a grande escala, a criação de moldes individuais é comercialmente inviá-
vel. Deste modo, sabendo que o vidro bioativo se trata de um material que substitui com 
sucesso os implantes metálicos e poliméricos, surge a necessidade de se processar este 
material de forma a ser, de certo modo, unidimensional. A solução passa pelo uso de 
implantes metálicos ou poliméricos que desempenhem a função estrutural revestidos 
com vidro bioativo que desempenha então a função biológica necessária [8]. O uso des-
te material como revestimento bioativo permite que os implantes metálicos e poliméri-
cos (bioinertes) ganhem estabilidade, promovendo uma ligação coesa com o tecido or-
gânico [9]. Apesar do sucesso aparente desta descoberta, existem obviamente contra-
tempos. Anteriormente foi explicado que a ligação que o vidro bioativo estabelece com 
o osso deve-se em grande parte à formação de uma camada de HCA à superfície, resul-
tado da dissolução do próprio vidro. Os vidros bioativos por natureza são biodegradá-
veis. Quer isto dizer que, um revestimento que seja altamente bioativo tem a tendência 
para se degradar ao longo do tempo. Trata-se de um problema crucial visto que, após 
algum tempo de aplicabilidade, o revestimento começa a desaparecer expondo o me-
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tal/polímero do implante ao organismo. Caso durante esse tempo o organismo não tenha 
conseguido recuperar na totalidade, irá ser formado um encapsulamento fibroso, origi-
nando inflamações. Este fenómeno limita grandemente a aplicabilidade dos revestimen-
tos de vidro bioativo [6]. O método de processamento geralmente usado é também um 
problema. O Biovidro 45S5, embora amorfo no fim do seu processamento por fusão, 
após a etapa de sinterização (indispensável para um bom revestimento) tem tendência 
para cristalizar. Caso se dê a cristalização, o vidro pode perder as propriedades deseja-
das. Cristalizado, os produtos de dissolução poderão ser diferentes, traduzindo-se numa 
diminuição ou até mesmo impossibilidade total de formação da indispensável camada 
de HCA [10]. A solução passa então por duas hipóteses: alterar a constituição do vidro 
para que este não cristalize após a sinterização; uso de outro método de processamento. 
O presente trabalho incide num método de processamento alternativo, o método por sol-
gel. 
1.2 Biovidro produzido através de sol-gel 
Como referido anteriormente, o primeiro método de produção de biovidro usado 
foi o de fusão e neste processo os vidros como o 45S5 são fundidos a temperaturas perto 
dos 1300 °C. Após a sinterização, devido às composições e materiais utilizados, há ge-
ralmente uma cristalização do mesmo. Em 1982, estudos realizados por Hench, Prassas 
e Phalippou mostraram que era possível através do processo de sol-gel a baixas tempe-
raturas seguido de processos de secagem e sinterização produzir biovidros. O gel resul-
tante tinha a vantagem de tanto se poder tornar num vidro denso ou ser usado com um 
material poroso. Publicaram-se vários artigos de seguida com a descrição de processos, 
estruturas e comportamento químico de biovidros binários (70S30C, 70 mol.% de SiO2 
e 30 mol.% de CaO) e até unicamente à base de sílica contudo, o estudo que veio de 
certa forma abrir novas portas no campo dos biomateriais foi o publicado por Rounan 
Li, Clark e Hench em 1991 onde ficou provado que era possível produzir através de sol-
gel um gel de vidro bioativo estável. Em 2000 produziu-se um vidro bioativo com ape-
nas dois componentes (CaO e SiO2), conhecido como 70S30, que se comprovou ser tão 
bioativo como o 45S5 produzido por fusão [11]. Sendo o 45S5 o material de referência, 
a presente dissertação pretende recriá-lo usando o método de sol-gel. 
O processo de sol-gel tem como grandes vantagens a formação de nanopartículas 
e espumas a baixas temperaturas, a maior homogeneidade e pureza do produto final, 
maior área superficial específica dos produtos obtidos e também uma grande interliga-
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ção dos micro e nanoporos (os vidros processados através de fusão são essencialmente 
densos), o que aumenta significativamente a bioatividade do vidro [12, 13]. De salientar 
ainda que, devido ao fato de através do método de sol-gel, ser possível a obtenção de 
partículas nanoestruturadas, estas possibilitam o uso de temperaturas de sinterização 
mais baixas devido à sua maior reatividade. Trata-se de um processo essencialmente 
químico, onde uma solução que contém os precursores necessários sofre sucessivas rea-
ções a baixas temperaturas [14]. Tipicamente, como precursor de sílica é usado o tetra-
etil-ortosilicato (TEOS), de fórmula Si(OC2H5) que reage com água (hidrólise) geral-
mente sobre condições ácidas ou básicas para formar a solução (sol) contendo nanopar-
tículas. O gel trata-se de uma rede inorgânica húmida de ligações covalentes de sílica 
que é posteriormente aquecida e seca, formando o biovidro. Outro aspeto interessante 
no uso do sol-gel trata-se do menor número de componentes essenciais. O processo de 
sol-gel, devido à grande área superficial dos produtos obtidos, origina vidros com ele-
vadas taxas de dissolução tendo, por defeito, elevada bioatividade associada. Têm sido 
produzidos vidros via sol-gel com composição próxima do 45S5 (49.15 mol.% SiO2, 
25.80 mol.% CaO, 23.33 mol.% Na2O, 1.72 mol.% P2O5) [15]. Como precursores de 
cálcio e de fosfato, são geralmente usados o nitrato de cálcio tetrahidratado e o trietil-
fosfato (TEP), respetivamente. Na etapa de secagem, os nitratos e outros produtos se-
cundários indesejados são evaporados. A grande desvantagem do processo de sol-gel 
por sua vez, está relacionado com a dificuldade de se obterem produtos estruturados de 
elevadas dimensões sem que estes fraturem durante o processo de secagem. A fratura 
sucede essencialmente devido a duas razões: a grande redução de tamanho que ocorre 
durante o processo de secagem e a evaporação dos produtos líquidos durante a reação 
de condensação. O processo de sol-gel é, à partida, uma solução significativamente mais 
eficaz no processamento de vidros bioativos para aplicação como revestimento de mate-
riais médicos, não necessitando de desempenhar qualquer tipo de função estrutural mas 
sim unicamente biológica o que é o objetivo dos revestimentos [14, 15].  
1.3 Processos de revestimento - CoBlastTM 
Embora os métodos de processamento do revestimento sejam variados, o presente 
trabalho tem como foco o desenvolvimento de revestimentos de vidro bioativo segundo 
o processo de CoBlastTM. Este processo foi desenvolvido pela EnBIO em 2011 e é um 
processo denominado não-térmico, ou seja, funciona à temperatura ambiente. Esta ca-
racterística vem colmatar um dos problemas associados ao método de processamento 
mais usado até à data que se trata de um processo térmico de spray assistido por plasma 
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que usa temperaturas extremamente elevadas (aumentando significativamente os gastos 
energéticos) e para o qual são necessários equipamentos específicos e instalações apro-
priadas com um custo associado elevado. Os materiais a serem depositados, neste caso 
os pós de vidro bioativo, juntamento com pós de material abrasivo, são bombardeados 
de forma contínua para o substrato através de um nozzle [16]. A figura 1 abaixo exposta 
representa um esquema do equipamento usado em CoBlastTM. 
 
Figura 1.1 – Esquema ilustrativo do processo de CoBlast em modo single-nozzle [17]. 
O pó abrasivo elimina os óxidos à superfície do metal, expondo-o (tornando-o 
mais reativo), permitindo que as partículas de vidro bioativo adiram ao substrato de 
forma rápida e coesa antes que se formem camadas de óxido. O pó abrasivo usado tem 
de ser inerte para que este não estabeleça ligações químicas com o substrato, permitindo 
um revestimento completo e com elevada taxa de cobertura, sem contaminações. Este 
processo oferece um nível de integração entre revestimento e substrato superior ao dos 
processos de revestimento usados geralmente, oferecendo novas e variadas possibilida-
des. Os principais parâmetros de controlo desta técnica são o tamanho de partícula, o 
angulo do nozzle e a altura a que estes se encontram do substrato bem como a pressão e 
direção impostas no bombardeamento das partículas. Posteriormente, os substratos so-
frem um processo de limpeza através do uso de jatos de ar de forma a serem removidas 
as partículas que não aderiram ao substrato [16, 17]. 
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2 Materiais e Métodos 
2.1 Materiais 
Para a produção do vidro bioativo pelo método de sol-gel foi usado tetraetilortos-
silicado (TEOS, Sigma-Aldrich, 98%) como precursor de silica, trietilfosfato (TEP, 
Fluka Analytical) como precursor de fósforo, nitrato de sódio (NaNO3, AppliChem Pan-
reac) como precursor de sódio e nitrato de cálcio tetra-hidratado (Ca(NO3)2 · 4H2O, Si-
gma Aldrich, 99%) como precursor de cálcio. Como catalisador da reação foi usado 
ácido nítrico (HNO3, ,65%) que foi preparado misturando com água ultrapura de forma 
a ser obtida uma concentração de 2M.  
No processo de revestimento por CoBlast™ foram usadas placas de uma liga de 
Ti-6Al-4V com dimensões de 15mm x 15mm x 1mm. As placas foram revestidas com 
duas misturas compostas pelo vidro bioativo produzido que apresenta uma densidade de 
cerca de 0.6 g.cm-3, hidroxiapatite comercial (fornecida pela Altakitin com granulome-
tria entre os 38μm e os 56μm e com uma densidade de 1.08gcm-3) e por um abrasivo de 
alumina com uma densidade de 1.7 g.cm-3.  
2.2 Preparação de vidro bioativo através de Sol-Gel 
Ao nível da composição do vidro bioativo produzido, o objetivo foi o de replicar 
as percentagens de SiO2, P2O5, Na2O e CaO presentes no já comercial Bioglass
®. Todo 
o processo de mistura dos precursores foi efectuado sob agitação mecânica (300 – 400 
rpm) e a uma temperatura constante de 35 ºC, em banho de silicone (por oferecer me-
lhor homogeneização de temperatura). Inicialmente a solução ácida (52 mL) é colocada 
num copo de precipitação, que por sua vez é deixado em agitação numa placa de aque-
cimento segundo os parâmetros previamente descritos. Após a uniformização da solu-
ção e uma vez alcançada uma temperatura constante, o TEOS (23.2 mL) e o TEP (2 
mL), através de uma ampola de decantação, são adicionados em simultâneo à solução 
ácida, gota-a-gota. Após a adição destes dois precursores, e aguardando cerca de 45 mi-
nutos, é obtida uma solução transparente uniforme. De seguida, são adicionados lenta-
8 
mente os pós de NaNO3 (9.32 g). Através da agitação permanente e da temperatura do 
processo, a dissolução dá-se em poucos minutos. São por fim adicionados, sob as mes-
mas condições, os pós de Ca(NO3)2·H2O (14.30 g). Concluída esta etapa, a solução é 
mantida sob as mesmas condições de agitação e temperatura e, ao fim de aproximada-
mente 1 h, obtém-se um gel transparente. O gel resultante sofre uma etapa de secagem, 
efetuada a 60 ºC, durante 12 h. Por fim, procede-se à sua sinterização no forno; numa 
primeira etapa a 200 ºC e numa segunda etapa a 700 ºC, durante 5 h e 2 h respetivamen-
te. No término desta etapa, são obtidos aglomerados do vidro bioativo que por sua vez 
sofrem um processo de desaglomeração para que se possam obter pós finos. Este pro-
cesso de sol-gel é efetuado várias vezes até se atingir a quantidade desejada (cerca de 
300 g). 
2.3 Revestimento através de CoBlast™ 
O processo de revestimento por CoBlast™ foi efetuado nas instalações disponibili-
zadas pela CERAMED. Numa primeira etapa, as placas a revestir sofreram um processo 
de limpeza sendo colocadas durante 15 minutos a 50 ºC numa máquina de ultrassons 
(VWR Ultrasonic Cleaner USC – TH) imersas num detergente específico anti-corrosivo 
(Surfaclean 995). Retiradas da limpeza por ultrassons, foram passadas por água corrente 
e por fim imersas durante 5 minutos em metanol. Após a limpeza, prepararam-se os 
substratos para a deposição. Os substratos têm forma quadrangular e foram colocadas 
três filas de fita adesiva de dupla face igualmente espaçadas entre si onde se colocaram 
as placas a revestir. Em cada fila de fita adesiva foram colocadas cinco placas sequenci-
almente e ligeiramente espaçadas entre si. Cada substrato foi então preparado com 15 
placas de Ti-6Al-4V (imagem c) da figura 2.1) e posteriormente colocado na máquina 
de revestimento. A máquina usada para revestir era dividida em 3 componentes. Uma 
primeira área destinada ao revestimento propriamente dito onde são colocados os subs-
tratos e que possui um único nozzle robotizado que expele a mistura pretendida (ima-
gem a) da figura 2.1). A esta área são ligados exteriormente os outros dois componen-
tes. Um aspirador que é ligado à zona de revestimento para que possa extrair continua-
mente o pó desperdiçado durante o processo e a zona onde é colocada a mistura e onde 
é definida a velocidade de alimentação e a pressão a que é fornecida (imagem b) da fi-
gura 2.1). Este ultimo componente (Sulzer Metco Single 10-C Powder Feeder), progra-
mado manualmente, contém um recipiente onde é colocada a mistura (600 mL). Este 
recipiente contém um disco rotativo que recebe a mistura continuamente e a transporta 
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até ao tubo que liga o recipiente ao nozzle. Na figura 2.1 encontra-se o equipamento uti-
lizado no procedimento. 
 
              Figura 2.1 – Equipamento utilizado no processo de revestimento por CoBlast™. A imagem a)                           
corresponde à câmara principal onde se dá o revestimento, a imagem b) corresponde à área que 
contém o recipiente onde é colocada a mistura a depositar e a imagem c) corresponde ao substra-
to onde são colocadas as placas de Ti-6Al-4V a revestir. 
A velocidade de rotação foi colocada em 50 rpm e a pressão a 5.5 bar. O movi-
mento do nozzle, sendo robotizado, foi previamente programado no computador incor-
porado na máquina tendo em conta as posições das placas a revestir no substrato. Por 
fim foram preparadas as misturas a depositar. Foi usado um racio de 50/50 (v/v) entre 
mistura pretendida e pó abrasivo respetivamente. Foram preparadas três misturas que 
serão apresentadas na tabela seguinte.  
Tabela 2-1 – Quantidade de cada componente nas misturas usadas no revestimento. 
Mistura 
%      
Abrasivo 
% 
HAp 
% Vidro      
bioativo 
Abrasivo 
(g) 
HAp 
(g) 
Vidro             
bioativo (g) 
Controlo 
(HAp) 
50 
50 - 
510 
324 - 
Mistura A 40 10 260 36 
Mistura B 32.5 17.5 211 63 
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Após medidas as quantidades, foram introduzidos os ingredientes num misturador em V 
que é colocado em rotação constante durante 5 minutos. De seguida o pó é retirado do 
misturador e colocado no recipiente demonstrado na imagem b) da figura 2.1. Cumpri-
das estas etapas resta apenas dar início ao processo de revestimento. Para isso, o subs-
trato é colocado na máquina e posto em vácuo (carregando na tecla Vacuum) e é defini-
do no computador o programa preparado previamente. É ligado o aspirador, coloca-se 
em movimento o disco do recipiente (rodando a chave para a posição 1) à velocidade 
definida e liga-se a pressão. De seguida carrega-se no botão START e dá-se início ao 
revestimento. No fim, é limpa a máquina, o suporte e as placas revestidas com jato de 
ar.  
2.4 Caraterização 
2.4.1 Espetroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 
A caracterização da estrutura química da amostra (após sinterização) foi estudada 
recorrendo a análises de FTIR realizadas nas instalações do CENIMAT. Os espectros 
foram obtidos em modo de absorvância recorrendo a um espectrofotómetro FTIR 
Thermo Nicolet 6700 à temperatura ambiente (20 ºC) e recorrendo a pastilhas de KBr. 
Os resultados foram medidos num intervalo de número de onda compreendido entre 
1800 a 400 cm-1 em intervalos de 10 cm-1 sendo que cada medida foi efetuada 5 vezes.  
2.4.2 DRX 
Os ensaios de DRX foram elaborados nas instalações do CENIMAT. A cristalini-
dade dos pós de vidro bioativo sinterizados foi analisada recorrendo ao DRX usando 
radiação monocromática de cobre (Cukα) com um comprimento de onda λ = 0.15406 
nm. As análises foram registadas em intervalos de 0.033º com 33 segundos de intervalo 
entre cada registo durante um intervalo de 2θ compreendido entre os 10º e os 90º. No 
final, as fases cristalinas foram devidamente identificadas recorrendo ao software Hi-
ghScorePlus. 
2.4.3 Ensaios de citotoxicidade 
Os ensaios de citotoxicidade aos pós produzidos foram feitos no Departamento de 
Física (DF, FCT/UNL) da faculdade sob orientação do professor Jorge Carvalho Silva.  
Os ensaios de citotoxicidade podem ser realizados segundo método direto ou indi-
reto. Para os pós de vidro bioativo foi usado o método indireto (método do extrato) com 
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o recurso a células Vero. Tendo em conta a minuciosidade do procedimento, tiveram de 
ser cumpridos rigorosos parâmetros de segurança [18]. A amostra de vidro bioativo 
(122 mg) foi inicialmente suspensa em 2 mL de meio de cultura. Para a obtenção do 
substrato, a suspensão foi colocada sob agitação numa incubadora durante 24 horas a 37 
ºC. Para a preparação da sementeira, foram colocados em cada um dos 96 poços da mi-
croplaca 100 μL de meio com células [cerca de 25 mil células/cm2). A placa foi de se-
guida colocada na incubadora a 37 ºC com uma atmosfera com 5% de CO2 durante 24 
horas. Posteriormente, retirou-se da incubadora a placa e o meio em contato com a 
amostra, O meio em contato com a amostra foi então colocado num microtubo (1 mL) e 
foi retirado o meio das células de cada um dos poços. De notar que a placa usada con-
tém 8 linhas de poços (a primeira corresponde a uma concentração C0 ou seja, uma con-
centração mais alta de vidro bioactivo, a segunda C0/2, correspondende a uma dissolu-
ção para metade e assim sucessivamente até C0/128). Cada concentração foi replicada 5 
vezes.  Na mesma placa foi também realizado o controlo positivo (C+) onde foram adi-
cionados 10 μL de DMSO, composto extremamente citotóxico, e no controlo negativo 
(C-) não se realizou qualquer alteração do meio. Colocou-se por fim a placa de novo na 
incubadora durante 48 horas. Para a análise da viabilidade celular foi usada a resazurina. 
Após as 48 horas na incubadora, a placa foi retirada e o meio contido em cada poço foi 
também removido. De seguida foi colocado em cada poço uma solução de 90% de meio 
completo e 10% de resazurina. A análise da viabilidade consiste numa mudança de co-
loração da solução (caso hajam células vivas a solução torna-se rosa, caso contrário fica 
azul). A placa foi então colocada na incubadora durante 4 horas. Após esse período, 
mediram-se as absorvâncias de cada poço (a 570 nm e a 600 nm) num leitor de micro-
placas Biotek ELX800. 
Para os cálculos da viabilidade celular, controlo de meio e incertezas foram inici-
almente feitas as médias das 5 réplicas para cada poço e foram usadas as seguintes ex-
pressões: 
 
Controlo Meio = "𝑀é𝑑𝑖𝑎𝑖" − "𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝐶𝑀"       Equação 2.1 
Viabilidade celular = 
"𝐶𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑜 𝑀𝑒𝑖𝑜𝑖"
("Média C-"−"𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝐶𝑀"
      Equação 2.2 
Incerteza = √𝜎2 + 𝜎𝐶𝑀
2        Equação 2.3 
onde σ representa o desvio padrão para cada uma das concentrações usadas e σCM 
o desvio padrão do controlo do meio. Para analisar a viabilidade celular há que ter em 
conta quatro denominações consoante a percentagem de viabilidade que se obtém e são 
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elas: viabilidade superior a 90% o material é não citotóxico; com viabilidade celular en-
tre os 80% e 89% considera-se levemente citotóxico; entre os 50 % e 79 % é modera-
damente citotóxico; caso seja inferior a 50 % é severamente citotóxico [18]. 
2.4.4 SEM e EDS 
As análises de SEM e EDS, que nos permitem observar a estrutura externa dos re-
vestimentos bem como a sua composição elementar, foram realizadas nas instalações do 
CENIMAT recorrendo a um Microscópio Electrónico de Varrimento ZEISS, modelo 
DSM 962. Numa primeira fase foram colocadas 3 placas de Ti-6Al-4V revestidas (uma 
com HAp, outra com a mistura A (20% de vidro bioactivo e 80% de HAp) e outra com 
a mistura B (35% de vidro bioactivo e 65% de Hap)), referidas no sub-capítulo 2.3, pá-
ginas 7,8 e 9) e uma placa de Ti-6Al-4V sem revestimento, num suporte apropriado pa-
ra SEM. As amostras foram coladas ao suporte com fita de carbono para melhorar a 
condutividade elétrica das mesmas. Antes de colocar o suporte no SEM, este foi coloca-
do numa máquina de sputtering (AGAR Sputter Coater) para que se depositasse uma 
fina camada de ouro com o objetivo de melhorar ainda mais a condutividade elétrica. 
Foi posteriormente colocado o suporte no compartimento do SEM e iniciou-se o vácuo 
no mesmo. Foram tiradas imagens de cada uma das amostras com uma resolução de 
200x, 1000x e nas revestidas com HAp e vidro bioativo também a 3000x, com um feixe 
de electrões a 5 kV. A análise de EDS (Energy-dispersive X-ray spectroscopy) foi feita 
com recurso aos instrumentos de SEM e recorrendo de seguida ao software INCA, reti-
rando-se os respetivos espetros de zonas consideradas importantes. 
 
 
2.4.5 Adesão (Citotoxicidade) e Proliferação Celular 
Os ensaios de adesão e proliferação celular às placas revestidas por CoBlast™ fo-
ram feitos no Departamento de Física (DF, FCT/UNL) da faculdade sob orientação do 
professor Jorge Carvalho Silva. 
Os parâmetros de segurança considerados nos ensaios de citotoxicidade foram 
também aqui seguidos [18]. Para estes ensaios foram usados osteoblastos. Foram colo-
cadas 2 placas de cada uma das 4 amostras (i) (Ti sem revestimento, revestido com 
HAp, revestido com a mistura A (20% de vidro bioativo e 80% de HAp) e revestido 
com a mistura B (35% de vidro bioativo e 65% de HAp)) em caixas de Petri. De notar 
que o índice (i) corresponde a cada uma das amostras referidas anteriormente de forma 
a simplicar as expressões abaixo descritas. Seguidamente foi colocado etanol de forma a 
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cobrir as placas na totalidade para esterilização. Após cerca de 5 minutos o etanol foi 
aspirado e as placas deixadas a secar. 
Para preparação das células foi retirado o meio e procedeu-se à sua lavagem com 
PBS e depois com tripsina. Após contagem das células foram colocados 4 mL de meio 
com células em cada uma das caixas de Petri. As placas sofreram posteriormente uma 
incubação a 37 ºC com uma atmosfera com 5% de CO2 durante 48 horas. Após as 48 
horas (1º dia) foi retirado o meio e foi colocada a solução com resazurina (10% de resa-
zurina e 90% de meio). Nesta etapa, as placas foram postas em novas caixas de Petri e 
de seguida foi colocada a solução de resazurina. Esta solução foi também colocada nas 
caixas de onde se retiraram as placas para avaliar o comportamento das células que ade-
riram ao plástico (Células na caixa). Estas células aderidas à caixa foram apenas estuda-
das no primeiro dia para efeitos de cálculo da taxa de adesão. Após 4 horas, usando du-
as microplacas de 96 poços, foram colocadas 8 réplicas de 200 μL de cada caixa com 
amostras, e 8 réplicas de 200 μL de cada caixa sem as amostras. As microplacas foram 
então colocadas num leitor apropriado Biotek ELX800 e foram lidas as absorvâncias de 
cada poço (a 570 nm e a 600 nm). Foi colocado PBS nas caixas de Petri para lavagem e, 
após remoção do mesmo, foi de novo colocado meio em cada uma dessas caixas de Pe-
tri (excetuando nas que não continham placas) e aguardaram-se 2 dias. Após os 2 (3º 
dia), 4 (5º dia), 6 (7º dia) e 8 (9º dia) dias repetiu-se o processo anterior mas apenas nas 
caixas que contém as amostras. Obtemos assim um total de 9 dias de ensaios, onde o 
primeiro serve para cálculo da adesão das células às placas (contendo também os resul-
tados das células aderidas às caixas de Petri de onde se cálcula a taxa de adesão, fazen-
do uma contagem de células aderidas ao revestimento e uma de células aderidas às cai-
xas) e os restantes para cálculo da proliferação. Para cada um dos 5 dias foram feitas as 
subtrações entre as duas absorvâncias medidas para cada réplica. A cada um desses re-
sultados foi subtraído o valor da média do controlo de meio efetuado e foram de seguida 
feitas as médias e respetivos desvios padrão desses valores para cada amostra (i), em 
cada um dos dias. A partir dessas médias foram então realizados todos os restantes cál-
culos seguindo as seguintes expressões: 
T. adesão relat. CC (i) = 
𝑀é𝑑𝑖𝑎𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑖)
𝑀é𝑑𝑖𝑎𝐶𝐶−𝑀é𝑑𝑖𝑎𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛𝑎 𝑐𝑎𝑖𝑥𝑎(𝑖)
            Equação 2.4 
T. adesão relat. Ti (i) = 
𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑑𝑒𝑠ã𝑜 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 𝑎 𝐶𝐶 (𝑖)
𝑇𝑎𝑥𝑎 𝑑𝑒 𝑎𝑑𝑒𝑠ã𝑜 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑎 𝑎 𝐶𝐶 𝑑𝑜 𝑇𝑖
   Equação 2.5 
T. de Prolif. (i) = 
𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑖) 𝑒𝑚 𝑐𝑎𝑑𝑎 𝑑𝑖𝑎
𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎 (𝑖)𝑑𝑜 𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑖𝑟𝑜 𝑑𝑖𝑎
∗ 𝑇. 𝑎𝑑𝑒𝑠ã𝑜 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡. 𝑇𝑖 (𝑖)  Equação 2.6 
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A incerteza relativa correspondente à equação 2.4 foi calculada segundo a seguinte ex-
pressão:  
IncertezaCC(i) = √ (
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 (𝑖)
2
𝑀é𝑑𝑖𝑎(𝑖)
2 ) + 
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜𝐶𝐶
2 +𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛𝑎 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎 (𝑖)
2
(𝑀é𝑑𝑖𝑎𝐶𝐶+𝑀é𝑑𝑖𝑎𝐶é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑛𝑎 𝑝𝑙𝑎𝑐𝑎 (𝑖))2
  Equação 2.7 
A incerteza relativa respetiva à equação 2.5 foi calculada segundo a seguinte expressão: 
IncertezaTi(i)=√
𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑒𝑧𝑎𝐶𝐶(𝑖)
2
𝑇.𝑎𝑑𝑒𝑠ã𝑜 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡.𝐶𝐶(𝑖)
2 +
𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑒𝑧𝑎𝐶𝐶(𝑇𝑖)
2
𝑇.𝑎𝑑𝑒𝑠ã𝑜 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡.𝐶𝐶(𝑇𝑖)
2    Equação 2.8 
A incerteza relativa respetiva à equação 2.6 foi calculada segundo a seguinte expressão: 
Incerteza(i) =√(
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 (𝑖)𝑛𝑒𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑖𝑎
𝑀é𝑑𝑖𝑎 (𝑖)𝑛𝑒𝑠𝑠𝑒 𝑑𝑖𝑎
)2 + (
𝐷𝑒𝑠𝑣𝑖𝑜 (𝑖)1º𝑑𝑖𝑎
𝑀é𝑑𝑖𝑎 (𝑖)1º𝑑𝑖𝑎
)2 + (
𝐼𝑛𝑐𝑒𝑟𝑡𝑒𝑧𝑎𝑇𝑖(𝑖)
𝑇.𝑎𝑑𝑒𝑠ã𝑜 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡.𝑎 𝑇𝑖 (𝑖)
)2 
Equação 2.9 
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3 Análise e Discussão de Resultados 
Neste capítulo serão expostos e discutidos os resultados obtidos nos vários testes 
efetuados tanto no pó de vidro bioativo como nas placas de Ti-6Al-4V revestidas. A or-
dem pela qual serão debatidos está disposta com uma primeira fase de análises (DRX, 
FTIR e citotoxicidade) realizadas ao pó produzido na perspetiva de averiguar se este 
reúne as condições necessárias para que possa ser usado como material de deposição. 
Numa fase posterior recorrendo a DRX, SEM, bioatividade e proliferação celular serão 
então analisados os resultados dos testes realizados às placas revestidas. 
3.1 Estrutura química do vidro bioativo (FTIR) 
As medidas resultantes da análise de FTIR, comparando com a literatura, têm co-
mo objetivo identificar a estrutura química e os grupos funcionais presentes nos pós de 
vidro bioativo sinterizado produzidos em laboratório. Na figura seguinte encontra-se 
exposto o espectro resultante (figura 3.1). 
 
Figura 3.1 – Espectro do ensaio de FTIR em modo de absorvância do vidro bioativo 
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Os dois picos a 1033 cm-1 e 931 cm-1 são característicos das bandas de absorção 
de silicatos. O primeiro deve-se às vibrações de deformação axial assimétrica dos áto-
mos de oxigénio presentes no interior do tetraedro formado pelos grupos SiO4. O se-
gundo pico por sua vez, está relacionado com as vibrações de deformação axial de Si-O-
Si dos átomos de oxigénio ditos soltos ou seja, os que se encontram fora do tetraedro 
dos grupos SiO4. [19; 20; 21; 22]. 
Aos 883 cm-1 aparece um pico que poderá estar de certa forma disfarçado no pico 
de 931 cm-1. Este é atribuído às vibrações de deformação angular de P-O dos grupos 
𝑃𝑂4
3−. Também o pico presente nos 617 cm-1 é atribuído às vibrações de deformação 
angular de P-O. Este pico merece uma especial atenção pois é correlacionado com uma 
fase cristalina CaO-P2O5 característica dos vidros bioativos produzidos por sol-gel, es-
tando relacionada com a HCA [13; 19; 20; 21; 22]. 
Por fim, os últimos dois picos assinalados a 526 cm-1 e 457 cm-1 correspondem a 
vibrações de deformação angular assimétrica de Si-O-Si.  
O espetro obtido vai de encontro ao que é publicado em relação ao já comercial 
45S5 ou Bioglass® produzido através do método de sol-gel. Quando comparado aos bi-
ovidros produzidos através do método de fusão, que são amorfos, o produto produzido 
em laboratório apresenta uma cristalização parcial que, contudo, não põe em causa as 
propriedades pretendidas do material (biocompatibilidade e bioatividade). 
3.2 Análise cristalográfica dos pós de vidro bioativo (DRX) 
Na figura 3.2 está exposto a preto um difratograma dos pós de vidro bioativo sem 
qualquer tipo de sinterização, apenas com a etapa de 12 horas de secagem e a azul o di-
fratograma dos pós já sinterizados. O já comercial Bioglass® é caracterizado por ser to-
talmente amorfo. 
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Figura 3.2 – Difratogramas obtidos por DRX da amostra não sinterizado (preto) e com sinterização 
completa (azul) 
Analisando os gráficos da figura 3.2 podemos desde logo constatar que, antes da 
etapa de sinterização, o material produzido (curva a negro) comporta-se como um vidro 
à base de sílica com a curva característica de um material amorfo. Contudo, após sinte-
rizado (curva azul), o material adquire fases cristalinas. São visíveis vários picos crista-
linos no espectro tirado e, tendo em conta este fenómeno, assume-se que esta cristaliza-
ção parcial dos pós produzidos está relacionada com a etapa de sinterização a 700 ºC. 
De facto, nesta altura será mais correto considerar o material produzido como um vitro-
cerâmico e não como um vidro [23]. Das fases cristalina presentes, a que se destaca, 
sendo a fase cristalina primária do pó, é a combeite, Na2Ca2Si3O9 (JCPDS #22-1455). 
Ainda que anteriormente tenha sido referido que o 45S5 é um material amorfo (mas 
produzido pelo método de fusão), vários estudos relacionados com a replicação deste 
material através do método de sol-gel comprovam a formação da fase combeíte [13; 19; 
24; 25; 26]. Esta fase cristalina é conhecida por ter influência nas propriedades mecâni-
cas do material e também na sua bioatividade. Isto porque, sendo uma fase cristalina, 
mais densa do que um material amorfo, torna o material em questão mais resistente me-
canicamente, oferecendo melhores propriedades mecânicas. Contudo, sendo mais den-
so, torna-se à partida menos biodegradável podendo mesmo, num caso extremo, tornar-
se um material bioinerte [26, 27].  
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Uma segunda fase cristalina, sendo a fase secundária, que aparece no espetro do 
material produzido tem a fórmula Na2Ca3Si6O16 (JCPDS #23-0671). Esta fase é também 
comum aparecer nos vidros bioativos produzidos por sol-gel e com temperaturas de sin-
terização acima de 600 ºC contudo, não tem influência na bioatividade do material [28]. 
Após a análise de DRX, ainda que o material não deva ser considerado um vidro 
mas sim um vitro-cerâmico, contínua de acordo com estudos realizados no processa-
mento deste tipo de produto através do método de sol-gel pelo que será de esperar que 
os ensaios citotóxicos não exponham qualquer tipo de contrariedade e que o material 
possa então ser usado como revestimento. 
3.3 Análise citotóxica dos pós de vidro bioativo 
A análise citotóxica dos pós produzidos tem como objetivo perceber se o material 
promove ou não o crescimento celular o que, neste caso, determinará se o material pode 
ou não ser usado como revestimento e, por conseguinte, posto em contato com o orga-
nismo. Na tabela 3.1 estão expostos os resultados obtidos com o respetivo cálculo da 
viabilidade celular e suas incertezas. C0 corresponde a uma totalidade de vidro bioativo, 
C0/2 a uma redução para metade e assim sucessivamente. Foram feitas as médias, para 
cada concentração, das diferenças dos valores de absorvância medidos. 
Tabela 3.1 – Resultados dos ensaios de citotoxicidade ao pó de vidro bioativo. 
Concen-
trações (m/v) 
Média 
Controlo 
Meio 
Viabilidade 
Relativa 
(%) 
Desvio Padrão Incerteza 
C0 -0.2450 0.0235 3.4194 0.0228 0.0325 
C0/2 -0.2450 0.0235 3.4194 0.0079 0.0245 
C0/4 0.3724 0.6409 93.2557 0.0571 0.0616 
C0/8 0.4310 0.6995 100 0.0602 0.0645 
C0/16 0.4116 0.6801 98.9596 0.0319 0.0395 
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C0/32 0.3900 0.6585 95.8167 0.0727 0.0763 
C0/64 0.4226 0.6911 100 0.0201 0.0307 
C0/128 0.4192 0.6877 100 0.0192 0.0301 
C+ -0.2265 0.0420 6.1111 0.0480 0.0533 
C- 0.4187 0.6873 100 0.0066 0.0241 
CM -0.2685 - - 0.0232 - 
Analisando os resultados, pode-se constatar desde logo que para C0 e para C0/2 
certamente o material é severamente citotóxico ou seja, não promove o crescimento ce-
lular, levando à morte da totalidade das células. Contudo, a partir de C0/4, inclusive, o 
material passa de severamente citotóxico para não citotóxico. Para concentrações supe-
riores a C0/4 mas inferiores a C0/2 não se podem tirar conclusões fundamentadas po-
dendo o material neste intervalo de concentração encontrar-se entre o moderadamente 
citotóxico e o levemente citotóxico. As duas situações onde o material é considerado 
severamente citotóxico podem ser justificadas tendo em conta que, aquando realizada 
uma medição de pH, para altas concentrações de vidro bioativo, o valor aproximava-se 
dos 11. Sendo assim, para além de para altas concentrações o pH ser demasiado básico, 
devido à grande concentração de vidro bioativo e sendo este biodegradável, a taxa de 
dissolução pode ter sido demasiado rápida tornando-se nocivo para as células. Para con-
centrações de pós mais baixas, o pH já não é tão básico e, estando mais dissolvido, as 
reações que promovem a sua degradação são também mais lentas. Contudo, apesar da 
citotoxicidade observada para as duas concentrações mais elevadas, o material continua 
a apresentar caraterísticas propícias para o seu uso como revestimento. Isto porque, de 
acordo com o pretendido em termos de mistura, o revestimento nunca irá ter as duas 
concentrações mais elevadas pois será misturado com hidroxiapatite nas proporções 
descritas a cima pelo que, à partida, o material revestido não terá qualquer tipo de pro-
blemas em termos citotóxicos (a concentração de vidro bioativo será sempre inferior a 
C0/2). 
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3.4 Análise Estrutural e Composição Elementar das placas 
revestidas (SEM e EDS) 
Para avaliar a qualidade dos revestimentos a nível estrutural bem como a compo-
sição dos mesmos, analisaram-se as placas com recurso a SEM e EDS. De forma a ha-
ver um meio de comparação, além das placas revestidas com as misturas A (20% de vi-
dro bioativo e 80% de HAp) e B (35% de vidro bioativo e 65% de HAp), foram também 
analisadas placas sem qualquer revestimento e placas revestidas com HAp comercial. 
De seguida serão expostas e discutidas as imagens de SEM para cada uma das amostras. 
Os resultados de EDS serão discutidos neste mesmo capítulo contudo e serão expostos 
os espectros retirados em toda a área da imagem. Os espectros referentes a zonas pontu-
ais das imagens de SEM encontram-se expostos no anexo 6.1. 
A figura 3.3 corresponde às imagens de SEM das placas de Ti-6Al-4V sem reves-
timento. Tanto na imagem A1 como na A2 podemos observar uma uniformidade da 
amostra excetuando ligeiras falhas correspondentes a marcas de corte. Estas amostras 
não foram analisadas a nível de EDS pois não sofreram qualquer tipo de alteração desde 
a sua aquisição pelo que a sua composição irá de encontra ao estipulado pela empresa. 
     
Figura 3.3 – Imagens retiradas através de SEM representativas da placa de Ti-6Al-4V sem 
revestimento. A1 com ampliação de 200x; A2 com ampliação de 1000x. 
Na figura 3.4 podemos observar 3 imagens com diferentes ampliações de uma 
placa de Ti-6Al-4V revestida com HAp comercial. Tendo em conta que a HAp é o ma-
terial mais usado em revestimentos na área de biomateriais, a sua análise é de extrema 
importância, servindo como método comparativo, permitindo avaliar a viabilidade do 
vidro bioativo como um revestimento. 
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Figura 3.4 - Imagens retiradas através de SEM representativas da placa de Ti-6Al-4V reves-
tidas com HAp comercial. B1 com ampliação de 200x; B2 com ampliação de 1000x; B3 
com ampliação de 3000x; B4 corresponde ao espetro retirado por EDS em toda a área desta 
amostra. 
A imagem B1, sendo a menos ampliada, permite ter uma visão mais abrangente do re-
vestimento. Pode-se observar uma boa cobertura do substrato, sem evidências de fratu-
ras e falhas. Embora de certa forma contínua, é possível visualizar alguma rugosidade 
no revestimento, havendo alguns grãos expostos. Para uma melhor análise obteve-se um 
espetro de EDS. O espetro foi retirado em toda a área da imagem selecionada visto ser 
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um revestimento unicamente de HAp (imagem B4 da figura 3.4). É possível comprovar 
a presença maioritária de HAp devido aos picos de maior intensidade de Ca, P e O. Os 
picos de Al, V e Ti correspondem ao substrato e ao pó abrasivo usado e os ligeiros picos 
de Au são do revestimento por sputtering. 
A figura 3.5 apresenta 3 imagens de SEM da amostra revestida com a mistura A 
(20% de vidro bioativo e 80% de HAp) em 3 resoluções diferentes. Desde logo, com 
recurso à imagem C1, em modo de comparação com a amostra revestida com HAp co-
mercial, é visível uma ligeira redução da rugosidade do revestimento. 
  
 
Figura 3.5 - Imagens retiradas através de SEM representativas da placa de Ti-6Al-4V reves-
tias com a mistura A. C1 com ampliação de 200x; C2 com ampliação de 1000x; C3 com 
ampliação de 3000x. 
Trata-se efetivamente apenas de uma ligeira diminuição, verificando-se uma boa 
homogeneidade e continuidade do revestimento ao longo de toda a superfície. Observa-
se em toda a área de C1 diversos grânulos de reduzida dimensão. Analisando a imagem 
C2 é notória a redução de rugosidade do revestimento quando comparada com a amos-
tra anterior, apresentando-se uma superfície contínua, sem sinais de fraturas. A imagem 
C3 evidência a existência de diversas estruturas em forma de agulha. 
A figura 3.6 corresponde às imagens de SEM dos revestimentos feitos com a mis-
tura B (35% de vidro bioativo e 65% de HAp). Comparativamente com as 2 amostras 
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anteriores (figura 3.4 e 3.5), a imagem D1 demonstra mais uma vez uma redução da ru-
gosidade do revestimento apresentando-se uma cobertura bastante uniforme e contínua 
ao longo de toda a superfície. 
   
 
 
Figura 3.6 - Imagens retiradas através de SEM representativas da placa de Ti-6Al-4V reves-
tida com a mistura B. D1 com ampliação de 200x; D2 com ampliação de 1000x; D3 com 
ampliação de 3000x; D4 trata-se do espetro retirado por EDS de toda a área da amostra. 
Tal como nos casos anteriores há uma ausência de falhas e fraturas. Com maior 
resolução, a imagem D2 demonstra a homogeneidade do revestimento apresentando 
contudo uma maior quantidade das estruturas em forma de agulha já visíveis na amostra 
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anterior (figura 3.5). A imagem D3 permite observar de forma mais pormenorizada a 
presença dessas mesmas estruturas. De forma a analisar a composição do revestimento, 
foi feita uma análise EDS a esta amostra (imagem D4 da figura 3.6). 
As imagens para análise de EDS foram retiradas no modo BSE (contraste dos 
elementos é feito de acordo com a sua massa atómica). Na imagem 6.2 do anexo 6.1, foi 
retirado o espetro da zona 1. A análise de EDS feita nesta imagem teve como principal 
razão o estudo da composição do bastonete da zona 1 que se esperava ser uma forma 
cristalina do vidro bioativo. Analisando o mesmo, constata-se que o bastonete visível 
tem uma predominância de Al (pico com maior intensidade) provenientes ou do pó 
abrasivo utilizado no processo de revestimento ou do próprio substrato. Quanto à ima-
gem 6.3 do anexo 6.1, agora analisando o espetro da zona 2, tendo em conta que foi 
usado o modo BSE, por ser uma zona mais clara da imagem, é possível afirmar que se 
trata de uma zona com elementos de maior massa atómica. Este pressuposto é confir-
mado pelo espetro onde se vê um pico mais intenso de Ti. Além desse, observamos pi-
cos de Ca, P, Na e Si o que demonstra que esta zona possui também vidro bioativo. O 
pico de O existente demonstra a presença de HAp querendo isto dizer que é uma zona 
onde o vidro bioativo e a HAp se encontram misturadas. O espetro da zona 3 (figura 
6.4) apesar de ser uma zona mais escura, observa-se uma maior concentração de HAp 
devido aos picos mais intensos de Ca, P e O. Existem ligeiros picos de Na e Si, corres-
pondendo a uma presença de vidro bioativo também. O espetro retirado em toda a área 
da amostra (imagem D4 da figura 3.6) permite observar claramente a presença tanto de 
HAp como de vidro bioativo o que significa que o revestimento foi bem efetuado. De 
forma a perceber melhor a composição da amostra foi analisada outra zona do substrato. 
No anexo 6.1 encontram-se expostos os ensaios realizados. Na imagem 6.7 foi re-
tirado o espetro da zona 1. Foi retirado o espetro pontual (ainda que devido à alta reso-
lução da imagem englobe ligeiramente a zona circundante) numa zona em forma de 
agulha. Embora sejam visíveis picos de Ca, P, Si, Na e O, o pico que é significativa-
mente mais intenso corresponde a Ti proveniente do substrato. Quanto ao espetro se-
guinte (figura 6.8), este, foi retirado numa zona onde são visíveis estruturas em forma 
de agulha, estruturas essas que são visíveis ao longo da amostra. O espetro revela picos 
mais intensos de Ca, P, O, Si e Na. A zona 3 (figura 6.9) apresenta um pico extrema-
mente intenso de Ti referente ao substrato. Sendo esta uma zona mais escura (as zonas 
ricas em Ti tendem a ser claras devido à maior massa atómica) esta pode ser uma zona 
com presença de HAp e vidro bioativo mas com uma espessura reduzida, permitindo 
que os eletrões passem facilmente até atingirem o substrato, originando um pico mais 
intenso de Ti. Tendo em conta a dificuldade em retirar conclusões irrefutáveis nos espe-
tros analisados até agora, foi feito um mapeamento em toda a área da amostra (figura 
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6.10 do anexo 6.1)). Em relação à estrutura da zona 1, através do mapeamento (zonas 
claras) pode-se observar que esta é formada por Na e O essencialmente. Num panorama 
geral, é visível uma elevada concentração de Ca, P, Si, Na e O ao longo de toda a área o 
que permite concluir que houve uma boa cobertura do revestimento com a mistura pre-
tendida. Existem também zonas com Al, Ti e V correspondentes a vestígios do substrato 
e do abrasivo utilizado. 
3.5 Análise da adesão celular às placas revestidas 
Para avaliar o comportamento das amostras revestidas em meio biológico foram 
realizados ensaios de adesão celular, que demonstram se o revestimento é ou não bio-
compatível e também ensaios de proliferação celular para avaliar se ao longo do tempo 
as células (osteoblastos) são capazes de se reproduzir tendo em conta as reações que 
ocorrem entre o meio e o revestimento. 
Em termos de adesão celular, foi calculada a taxa de adesão em relação ao reves-
timento de Ti (equação 2.3, página 13) para cada uma das 4 amostras (sem revestimen-
to, revestida com HAp, revestida com a mistura A (20% de vidro bioativo e 80% de 
HAp) e revestida com a amostra B (35% de vidro bioativo e 65% de HAp)). Isto porque 
inicialmente a ideia partia por calcular a taxa de adesão em relação à cultura celular 
(CC) contudo, os valores obtidos foram de certa forma irreais. 
Na tabela 3.2 encontram-se expostos os valores da taxa de adesão e respetivas in-
certezas. 
Tabela 3.2 – Taxa de adesão relativa ao revestimento de Ti das 4 amostras analisadas e respetivas 
incertezas. 
Amostras (i) 
Taxa de adesão relativa 
a Ti 
Incerteza 
Mistura A 1.17 0.10 
Mistura B 1.22 0.10 
HAp 0.89 0.09 
Ti 1.00 0.11 
Analisando os valores da tabela 3.2, começando pelo valor referente ao Ti, sendo 
1.00, é justificado por ser um valor que serve como base ou seja, as outras amostras 
compreendem valores maiores ou menores a este, querendo dizer que houve uma maior 
ou menor adesão (mais ou menos células que aderiram ao substrato) ao revestimento. A 
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HAp apresenta uma taxa de adesão de 0.89, o que demonstra que, quando comparada 
com as placas de Ti-6Al-4V sem revestimento, há menos 11% de células aderidas. Isto 
demonstra que o revestimento de HAp não tem tanta afinidade para atrair células. Em 
relação às misturas A (20% de vidro bioativo e 80% de HAp) e B (35% de vidro bioati-
vo e 65% de HAp) observa-se desde logo que ambas apresentam valores superiores a 
1.00. Quer isto dizer que quando comparadas com o Ti-6Al-4V, o revestimento com a 
mistura A apresenta um número de células aderidas 17% maior e o revestimento com a 
mistura B um número de células aderidas 22% maior. Sendo assim, das 4 amostras ana-
lisadas, as revestidas com a mistura A e B são as que apresentam um maior número de 
células aderidas, sendo desta forma mais propícias a estabelecer reações benéficas com 
o meio biológico que atraem as células, sendo desta forma mais bioativas do que as res-
tantes amostras. 
Na tabela 3.3 estão expostos os resultados dos ensaios de proliferação celular. Es-
tes foram calculados tendo em conta o crescimento do número de células em relação ao 
1º dia de ensaio, daí o valor de 1.00 para todas as amostras nesse mesmo dia. 
Tabela 3.3 – Valores das taxas de proliferação celular para cada amostra ao longo dos 5 dias de 
ensaios e relativas incertezas. 
 
Dias Amostras (i) Taxa de Proliferação Incerteza 
1º 
Mistura A 1.00 - 
Mistura B 1.00 - 
HAp 1.00 - 
Ti 1.00 - 
3º 
Mistura A 1.34 0.15 
Mistura B 1.08 0.10 
HAp 1.29 0.17 
Ti 1.58 0.24 
5º 
Mistura A 2.20 0.25 
Mistura B 1.81 0.16 
HAp 2.11 0.27 
Ti 3.11 0.46 
7º 
Mistura A 2.81 0.40 
Mistura B 2.23 0.22 
HAp 2.75 0.34 
Ti 3.68 0.54 
9º 
Mistura A 3.03 0.44 
Mistura B 2.49 0.26 
HAp 3.03 0.38 
Ti 3.76 0.47 
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Embora a mistura com maior concentração de vidro bioativo (mistura B) tenha 
apresentado uma melhor taxa de adesão, em termos de proliferação, é a mistura com 
menor concentração (mistura A) que apresenta melhores resultados. O fato de a mistura 
B não apresentar taxas de proliferação tão boas pode estar relacionado com a primeira 
etapa de formação de HCA à superfície do revestimento. A formação deste composto 
começa com uma troca iónica de Na+ e/ou Ca2+ do revestimento com iões H+ existentes 
na solução, formando silanol. Este composto aumenta o pH do meio e, tendo em conta 
que esta mistura contém a maior concentração de vidro bioativo comparando com as 
outras, terá havido um maior aumento de pH, não permitindo uma reprodução celular 
tão boa. Nos restantes dias, esta amostra demonstra um crescimento do número de célu-
las positivo, chegando a atingir no fim do 9º dia um aumento do número de células de 
149% quando comparado com o 1º dia. Em termos de resultado final, a mistura A é a 
que apresenta melhores resultados a par com o revestimento de HAp (203%). Os reves-
timentos feitos com a mistura A são os que apresentam maiores taxas de proliferação ao 
longo dos 9 dias de ensaios, sendo apenas igualada pelo revestimento de HAp no último 
dia. A imagem 3.7 demonstra estes mesmos resultados através de um gráfico de barras 
onde podemos ver essa mesma proliferação das células ao longo dos dias. 
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Figura 3.7 – Gráfico de barras da proliferação celular das 4 amostras analisadas ao longo 
dos 5 dias de ensaios. 
Deste modo constata-se que as amostras analisadas são bioativas e biocompatíveis 
promovendo reações com o meio biológico que promovem o crescimento celular. Em 
especial as amostras que contêm vidro bioativo, nomeadamente a mistura A, que apre-
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senta valores bastante satisfatórios, demonstrando que houve formação de HCA que 
atrai proteínas que são adsorvidas à superfície e desse modo atraem as células osteogé-
nicas. 
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4 Conclusões e Perspetivas Futuras 
A presente dissertação teve como objetivo o desenvolvimento de revestimentos de 
vidro bioativo recorrendo ao processo de CoBlast™. Esta pode ser dividida em 2 metas. 
Numa primeira fase era pretendido avaliar a viabilidade da produção de pós de vidro 
bioativo produzidos pelo método de sol-gel em comparação com método mais comum, 
a fusão. Uma segunda meta passava pelo estudo do processo de CoBlast™ como técni-
ca de revestimento em detrimento da técnica de processo térmico de spray assistido por 
plasma. Para o estudo do método de sol-gel foi produzido um vidro bioativo que foi es-
tudado com bastante pormenor, o 45S5, usando como precursores de Si, P, Na e Ca o 
TEOS, TEP, nitrato de sódio e nitrato de cálcio tetra hidratado respetivamente. 
Após produção dos pós de vidro bioativo, estes foram sujeitos a análises de FTIR, 
DRX e citotoxicidade por forma a analisar a sua viabilidade como materiais de revesti-
mentos em meio biológico.  
Os resultados de FTIR foram coerentes quando comparados com a literatura, ha-
vendo evidências da presença de grupos O-Si-O e P-O, grupos esses que são caracterís-
ticos dos vidros bioativos. Nos resultados de FTIR contudo, no pico presente nos 617 
cm-1, há sinais de uma cristalização parcial. Foi então feita análise de DRX à amostra 
para melhor entender este fenómeno. Os difratrogramas obtidos por DRX vieram com-
provar a existência de fases cristalinas, das quais se destaca a combeíte, Na2Ca2Si3O9, 
considerada como fase primária. A presença de fases cristalinas vem aumentar a resis-
tência mecânica do material produzido e, a combeíte especificamente, aufere um au-
mento na bioatividade, não pondo em causa a viabilidade do produto. A fase cristalina 
Na2Ca3Si6O16, não compromete o material não tendo qualquer tipo de influência na sua 
bioatividade. No entanto, havendo existência de fases cristalinas, embora o material 
continue a ser apelidado de vidro bioativo, é na realidade um vitro-cerâmico. Com a 
análise de DRX feita antes de submeter a amostra à etapa de sinterização (onde se obte-
ve um difratograma com uma curva caraterística de material amorfo), conclui-se que a 
formação de fases cristalinas está diretamente relacionada com a temperatura usada no 
tratamento térmico efetuado. De acordo com a literatura, este resultado seria expectável, 
havendo referência à cristalização deste tipo de materiais a temperaturas superiores a 
600 ºC. Em termos de DRX não há restrições para o uso do material como revestimento. 
30 
Os pós foram de seguida sujeitos a ensaios de citotoxicidade para avaliar o seu 
comportamento em meio biológico. As análises de citotoxicidade foram feitas para dife-
rentes concentrações do material produzido. C0 corresponderia a um revestimento feito 
exclusivamente de vidro bioativo, o que não vai de encontro aos objetivos pretendidos. 
Posto isto, após a análise das absorvâncias dos poços da microplaca, constatou-se que 
para C0 e C0/2 (que não serão postas em prática) o resultado deu citotóxico. Contudo, 
para as restantes, o material é sempre não citotóxico promovendo a proliferação das cé-
lulas. Quer isto dizer que o vidro bioativo produzido é efetivamente biocompatível, rea-
gindo com o meio biológico de uma maneira que promove o crescimento e reprodução 
celular. Assim, após a bateria de ensaios realizados aos pós, conclui-se que o material 
não apresenta restrições no que toca ao seu uso como revestimentos, demonstrando que 
é possível produzir com sucesso, através do processo de sol-gel, vidros bioativos. 
O revestimento foi então realizado através da técnica de CoBlast™. Foram então 
revestidas placas de Ti-6Al-4V com 3 misturas diferentes. Após o revestimento, as 
amostras foram analisadas com recurso a SEM, EDS e a ensaios de adesão celular. As 
placas de Ti-6Al-4V sem revestimento foram também analisadas. 
Os resultados de SEM demonstraram que o revestimento das placas foi bem suce-
dido, comprovando que todas as amostras apresentavam superfícies contínuas, sem fra-
turas ou falhas e com relativa homogeneidade. Numa primeira comparação, entre o re-
vestimento de HAp e o revestimento com a mistura A (20% de vidro bioativo e 80% de 
HAp), foram evidentes algumas diferenças. Desde logo no que toca à rugosidade da su-
perfície, onde a mistura A apresenta um revestimento visivelmente menos rugoso e mais 
homogéneo. Quando comparado com a mistura B (35% de vidro bioativo e 65% de 
HAp), observa-se uma diminuição mais acentuada da rugosidade da superfície, poden-
do-se concluir que o aumento da concentração de vidro bioativo no revestimento pro-
move a formação de superfícies menos rugosas, bastante contínuas e homogéneas. A 
análise de EDS vem demonstrar mais uma vez o sucesso do processo de revestimento, 
havendo evidências da presença de HAp e de vidro bioativo na superfície da amostra, 
demonstrando que não houve perda de material no processamento e que este aderiu bem 
ao substrato. Foram posteriormente efetuados ensaios de adesão e proliferação celular 
às placas de Ti-6Al-4V sem revestimento e revestidas com HAp, com a mistura A e 
com a mistura B. As taxas de adesão celular foram obtidas relativamente às placas não 
revestidas. Deste modo, pode-se concluir que as placas revestidas com a mistura com 
maior concentração de vidro bioativo (mistura B) apresentam a maior taxa, com um 
aumento de 22% do número de células aderidas ao substrato quando comparado com as 
placas não revestidas. Seguem-se as placas revestidas com a mistura A, com um aumen-
to de 19% e por último as revestidas com HAp que apresentam um decréscimo de 11% 
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do número de células aderidas ao revestimento. Em termos de proliferação celular, con-
clui-se que a amostra revestida com a mistura B é a que apresenta piores taxas de proli-
feração sendo explicado por, numa fase inicial, devido à maior concentração de vidro 
bioativo que, numa fase inicial na formação da camada de HCA, promove um aumento 
de pH devido às trocas iónicas entre o revestimento e o meio. Nos restantes dias, esta 
amostra evidencia uma boa proliferação celular, acabando por promover a reprodução 
celular, chegando-se ao fim do 9º dia de ensaios com um aumento de 149% do número 
de células em relação ao 1º dia. É, no entanto, a mistura com menor concentração de 
vidro bioativo (mistura A) que apresenta melhor taxa de proliferação, apresentando va-
lores superiores em todos os dias quando comparado com os outros revestimentos e 
chegando ao fim do 9º dia com uma taxa de proliferação bastante alta, de 203%. Quan-
do comparado com o primeiro dia, as placas sem revestimento apresentam o maior au-
mento, com 276%, seguido das revestidas com a mistura A (20% de vidro bioativo e 
80% de HAp) com 203% (mesma que as revestidas só com HAp).  
No término de todos os ensaios é possível concluir que é possível produzir pós de 
vidro bioativo através do método de sol-gel e estes apresentam resultados bastante satis-
fatórios, sendo portanto uma alternativa bastante capaz e efetivamente mais económica. 
Em relação à técnica de revestimento de CoBlast™, ficou demonstrado que se podem 
obter revestimentos resistentes, com baixa rugosidade e elevada homogeneidade. Os 
resultados permitem também concluir que os revestimentos feitos com os pós produzi-
dos apresentam uma boa bioatividade e biocompatibilidade e que promovem de uma 
forma benéfica a adesão e proliferação celular. Embora os revestimentos com a mistura 
B demonstrem uma maior taxa de adesão esta diferença não é significativa. No que diz 
respeito às taxas de proliferação, são os revestimentos com a mistura A que apresentam 
melhores valores, podendo-se concluir que esta mistura tem melhores desempenhos em 
meio biológico.  
Tendo em conta os resultados, é assim possível concluir que este método de pro-
dução de pós e esta técnica de revestimento apresentam boas possibilidades, no futuro, 
de aplicabilidade em situação real. Tendo em conta que na técnica de revestimentos 
mais usada, spray térmico na variante de plasma, há um elevado custo energético asso-
ciado, embora não hajam valores que possam comparar e comprovar é possível dizer, à 
partida, que a técnica de CoBlast™ apresenta um custo associado significativamente 
inferior. Além do benefício económico, é de extrema importância também salientar que 
o fato de a técnica de CoBlast™ ser feita à temperatura ambiente é uma grande vanta-
gem neste tipo de processos. Isto porque, não envolvendo altas temperaturas não induz 
alterações de fase no material a ser depositado, o que garante que o produto presente no 
revestimento é o mesmo. Para que seja alvo de uso, será certamente ideal proceder-se a 
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uma análise de diferentes concentrações e composições do vidro bioativo de forma a 
melhorar ainda mais as propriedades já evidenciadas pelo produto produzido. 
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6 Anexos 
6.1 Anexo 1 – Resultados dos ensaios de EDS 
Neste anexo serão expostas as imagens de SEM e respectivos espectros. 
 
Figura 6.1 – Imagem de SEM da amostra revestida com HAp. Espetro retirado encontra-se 
na figura 3.4 da página 22. 
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Figura 6.2 – Imagem de SEM da amostra revestida com 35% de vidro bioactivo e 65% de 
HAp com respectivo espectro retirado da área “Spectrum 1"). 
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Figura 6.3 – Imagem de SEM da amostra revestida com 35% de vidro bioactivo e 65% de 
HAp com respectivo espectro retirado da área “Spectrum 2”). 
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Figura 6.4 – Imagem de SEM da amostra revestida com 35% de vidro bioactivo e 65% de 
HAp com respectivo espectro retirado da área “Spectrum 3”). 
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Figura 6.5 – Imagem de SEM da amostra revestida com 35% de vidro bioactivo e 65% de 
HAp com respectivo espectro retirado da área “Spectrum 4”). 
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Figura 6.6 – Imagem de SEM da amostra revestida com 35% de vidro bioactivo e 65% de 
HAp. O espetro encontra-se na figura 3.6 da página 24. 
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Figura 6.7 – Imagem de SEM da amostra revestida com 35% de vidro bioactivo e 65% de 
HAp com respectivo espectro retirado da área “Spectrum 1”). 
 
 
 
 
 
 
44 
 
 
Figura 6.8 – Imagem de SEM da amostra revestida com 35% de vidro bioactivo e 65% de 
HAp com respectivo espectro retirado da área “Spectrum 2”). 
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Figura 6.9 – Imagem de SEM da amostra revestida com 35% de vidro bioactivo e 65% de 
HAp com respectivo espectro retirado da área “Spectrum 3”). 
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Figura 6.10 – Mapeamento da amostra revestida com 35% de vidro bioactivo e 65% de 
HAp. 
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